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摘要：目的　研究当归补血汤（ＤａｎｇｇｕｉＢｕｘｕｅＤｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＤＢＤ）基于磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋
白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）／核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）信号通路调控类风湿关
节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｔｉｓ，ＲＡ）大鼠氧化应激的作用机制。方法　将４８只Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为６组［正常组、模型组、雷公藤多
苷组（ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｇｌｙｃｏｓｉｄｅｔａｂｌｅｔｓ，ＴＧＴ，９４５ｍｇ·ｋｇ－１）、ＤＢＤ低剂量组（３７５ｇ·ｋｇ－１）、中剂量组（７５ｇ·ｋｇ－１）、高剂量组
（１５ｇ·ｋｇ－１）］。除正常组外，其余组均构建胶原诱导性关节炎（ｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）大鼠模型，并给予相应药物治
疗２８ｄ。期间定期记录大鼠体质量、踝关节肿胀程度，进行关节炎评分；酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）法测定大鼠血清中超氧化物歧化
酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）、过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）水平及丙二
醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）水平；计算脾脏指数、胸腺指数；苏木精伊红（ＨＥ）染色法和番红 Ｏ固绿染色法观察大鼠膝关节
滑膜组织病理学形态；ｑＰＣＲ法测定滑膜组织中ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｎｒｆ２、血红素加氧酶１（ＨＯ１）ｍＲＮＡ表达量；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定
滑膜组织中磷酸化磷脂酰肌醇 ３激酶（ｐＰＩ３Ｋ）／ＰＩ３Ｋ、磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ｐＡｋｔ）／Ａｋｔ、Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白表达情况。
结果　与正常组相比，模型组大鼠体质量偏低（Ｐ＜００５），双侧后肢明显红肿甚至变形。与模型组比较，各给药组大鼠体重
平缓增加（Ｐ＜００５），双侧后肢肿胀程度明显减轻（Ｐ＜００５），关节炎评分显著下降（Ｐ＜００５）；关节组织中 ＭＤＡ水平降
低（Ｐ＜００５），ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ含量和ＳＯＤ水平增加（Ｐ＜００５）；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｎｒｆ２通路中 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、Ｎｒｆ２、ＨＯ１ｍＲＮＡ表达升高
（Ｐ＜００５）；ｐＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ比值和 Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白表达明显升高（Ｐ＜００５）。结论　ＤＢＤ可能通过调控 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ／Ｎｒｆ２通路抑制ＣＩＡ大鼠氧化应激水平，减轻滑膜组织氧化损伤，改善滑膜病理变化，从而起到抗ＲＡ作用。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种
慢性、自身免疫性疾病，滑膜增生、炎细胞浸润及血

管翳生成是其主要病理特征。ＲＡ甚至造成关节破
坏畸形、部分关节功能丧失等后果，严重影响患者的

生活质量［１］。近年来 ＲＡ发病率逐渐上升，全球发
病率约 ０５％ ～１％，中国大陆地区发病率约为
０４６％［２］。迄今为止，ＲＡ的发病机制尚未完全明
确，尽管非甾体抗炎药、改善病情的抗风湿药和生物

制剂在应对ＲＡ引发的疼痛和炎症方面已经具有了
较为显著的疗效，但由于副作用明显以及成本高等

问题，这些药物在临床上的应用仍有诸多限制［３］。

因此，研发更安全、更有效且成本较低的抗ＲＡ药物
具有广阔前景。

现代研究表明氧化应激与ＲＡ的发生及发展密
切相关［４］。氧化应激是指由于机体中活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的过量产生并伴随抗
氧化系统能力下降，从而导致机体的氧化和抗氧化之

间的失衡状态［５］。在ＲＡ病程中，氧化应激涉及多种
信号通路，其中磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ
３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）信
号通路是ＲＡ病程中对缺氧损伤起保护作用的信号
通路，该通路的激活产生抗氧化应激、抑制免疫炎症

的生物学效用，并对在ＲＡ发病过程中涉及的下游核
因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）的转录发挥重要调控作用［６］。

ＲＡ缓解期多属中医学“痹证”范畴的气血虚痹
型，由反复发作、迁延不治导致脏腑虚损、气血不

足［７］。当归补血汤（ＤａｎｇｇｕｉＢｕｘｕｅＤｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＤＢＤ），
首载于《内外伤辨惑论》，是益气补血的经典方剂。黄

芪益卫固表、补气健脾，当归补血活血、养血和营，两

药合用具有扶正固本、气血双补的功效［８］。目前，

ＤＢＤ对ＲＡ的临床疗效已被证实［９１１］。研究表明

ＤＢＤ具有调节免疫功能、提高机体抗氧化能力的作
用［１２］。但对于ＤＢＤ治疗ＲＡ的具体作用机制研究较
少。本研究建立胶原诱导性关节炎（ｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）大鼠模型，以ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｎｒｆ２信号通路

为基本方向，探讨ＤＢＤ通过抑制氧化应激从而防治
ＲＡ的潜在作用机制，旨在为ＤＢＤ治疗ＲＡ的作用机
制研究提供一定理论依据及数据支撑。

１　材　料
１１　实验动物

ＳＰＦ级雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠４８只，体质量（１８０±１０）ｇ，
购自吉林省长春市亿斯实验动物技术有限责任公司，

动物生产许可证号ＳＣＸＫ（吉）２０２００００２，饲养于长春
中医药大学动物实验中心，自由饮水和进食，温度

（２３±２）℃，相对湿度（５０±５）％。实验经长春中医药
大学实验动物伦理委员会批准，批准文号：２０２４２７１。
１２　实验药材

雷公藤多苷片（上海复旦复华药业有限公司，

国药准字 Ｚ３１０２０４１５，批号：２３０５０５）；黄芪饮片（河
北仁心药业有限公司，批号：２８１２２０６８）。经河北仁
心药业有限公司研究员赵丽霞鉴定为正品。当归饮

片（河北康益强药业有限公司，批号：２３０１１６０１）。
经河北康益强药业有限公司研究员赵丽丽鉴定为

正品。

１３　实验试剂
牛Ⅱ 型胶原 （美国 Ｃｈｏｎｄｒｅｘ公司，批号：

２２０５６３），弗氏完全佐剂（美国 Ｓｉｇｍａ公司，批号：
ＳＬＣＬ９６４８），苏木精伊红（ＨＥ）染色液（长春赛默瑞
特科技有限公司，批号：２０２３０３０２、２０２３０３２４），番红
Ｏ固绿染色液（北京索莱宝科技有限公司，批号：
２４０００１００１），超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）、丙二醛
（ＭＤＡ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、谷胱甘肽过氧化物酶
（ＧＳＨＰｘ）检测试剂盒（上海酶联生物科技有限公
司，批号：３４８１７Ｂ、３０２３９Ｂ、３０４１７Ｂ、３５３６２Ｂ）；ｐＰＩ３Ｋ
抗体、ＰＩ３Ｋ抗体、ｐＡＫＴ抗体、ＡＫＴ１抗体、Ｎｒｆ２抗
体、ＨＯ１抗体（ＡＢｃｌｏｎａｌ公司，批号：５５０００３７６４６、
３５２３０２２３２１、５５０００２０００７、３５２２１１１４１０、３５２２０８０８１４、
３５２２１１１４２２），ＧｏａｔａｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ（Ｈ＆Ｌ）ＨＲＰ（北京
博奥森生物技术有限公司，批号：ＢＡ０１２３５１３６），ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生物技术公司，批
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号：１１１６２２２３０７０５）；ＥＣＬ发光液（北京兰杰柯科技有
限公司，批号：２３３２８８７０），总 ＲＮＡ提取试剂盒（北京
天根生化科技有限公司，批号：Ａ０３２５Ａ）
１４　实验仪器

１６５８０００电泳仪、１７０３９３０转膜仪 （美国
ＢｉｏＲａｄ公司）；ＷＢ显影仪 Ｔａｎｏｎ５２００（上海天能生
命科学有限公司）；３Ｈ１６ＲＩ高速冷冻离心机（湖南
赫西仪器装备有限公司）；ＥＴＣ８１１基因扩增仪
（Ｅａｓｔｗｉｎ公司）；石蜡切片机、组织脱水机、石蜡包埋
机（德国徕卡仪器有限公司，型号：ＲＭ２２５５、
ＴＰ１０２０、ＥＧ１１５０Ｈ）。

２　方　法
２１　ＤＢＤ水煎液的制备

按照原方黄芪当归（５∶１）的比例称取适量黄芪
和当归，加入１０倍量蒸馏水浸泡１ｈ，加热至沸腾后
再煎煮４５ｍｉｎ，过滤。再次加入５倍量蒸馏水煎煮
滤渣４５ｍｉｎ，再过滤。合并两次滤液，浓缩至生药量
０７５ｇ·ｍＬ－１，即ＤＢＤ中剂量组水煎液。同法制备
０３７５ｇ·ｍＬ－１的 ＤＢＤ低剂量组水煎液和１５ｇ·
ｍＬ－１的ＤＢＤ高剂量组水煎液。
２２　模型建立及给药

参考文献［１３］方法，取４０只大鼠适应性喂养后
制备ＣＩＡ模型。初次免疫在大鼠右后足趾皮内注射
０１５ｍＬ胶原乳剂，第７天按相同方法注射０１ｍＬ胶
原乳剂进行二次免疫。二次免疫后７ｄ，大鼠的脚趾
肿胀、关节炎症指标均明显升高，提示ＣＩＡ模型建立
成功。再将其随机分为模型组、雷公藤多苷组、ＤＢＤ
低、中、高剂量组。初次免疫后第１４天开始给药，参
照《中国药典》２０２０年版黄芪、当归成人服用剂量标
准，２倍量设为临床用量，根据人与大鼠体表面积换
算大鼠的等效剂量为ＤＢＤ中剂量为７５ｇ·ｋｇ－１，设
ＤＢＤ低 剂 量 为 ３７５ｇ· ｋｇ－１，ＤＢＤ 高 剂 量
１５ｇ·ｋｇ－１。根据本课题组前期研究［１４］，同法换算确

定雷公藤多苷的剂量为９４５ｍｇ·ｋｇ－１。各组大鼠按
１０ｍＬ·ｋｇ－１灌胃给予不同浓度的ＤＢＤ水煎液和雷
公藤多苷，每天灌胃１次，连续２８ｄ。正常组和模型
组给予等量蒸馏水。

２３　观察指标
２３１　评估大鼠一般情况及踝关节肿胀率　实验
全程观察大鼠的状态和一般行为学表现、关节的肿

胀程度等。每周记录１次大鼠体质量。于首次免疫
之前使用游标卡尺测量大鼠右后踝关节周径，之后

每周用相同方法测量一次各组大鼠右后踝关节周

径，计算踝关节肿胀率（公式１）。
足趾肿胀率（％）＝（致炎后周径 －致炎前足趾

周径）／致炎前足趾周径×１００％ 公式（１）
２３２　评定大鼠关节炎指数　大鼠的关节炎症程
度采用关节炎指数进行评价。在对除正常组的大鼠

进行初次免疫前观察一次，之后每周对大鼠的足趾

部和关节变化情况及记录一次。采用国际通用５级
评分标准［１５］见表１。

表１　大鼠关节炎指数的评分标准

Ｔａｂ１　Ｓｃｏｒｉｎｇｃｒｉｔｅｒｉａｏｆａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎｄｅｘｉｎｒａｔｓ

Ｄｅｇｒｅｅｏｆｌｉｍｂｊｏｉｎｔｌｅｓｉｏｎｓ　　　　　　 Ｊｏｉｎｔｓｃｏｒｅ

Ｎｏｓｋｉｎｓｗｅｌｌｉｎｇｊｏｉｎｔｓｙｍｐｔｏｍｓ ０ｐｏｉｎｔ
ＲｅｄｎｅｓｓｏｆａｎｋｌｅｓｏｒｆｅｅｔＳｌｉｇｈｔｓｗｅｌｌｉｎｇ １ｐｏｉｎｔ
Ｒｅｄａｎｋｌｅａｎｄｆｏｏｔｓｌｉｇｈｔｌｙｓｗｏｌｌｅｎ ２ｐｏｉｎｔ
Ｒｅｄｎｅｓｓｏｆａｎｋｌｅａｎｄｆｏｏｔ，ｍｏｄｅｒａｔｅｓｗｅｌｌｉｎｇｏｆａｎｋｌｅａｎｄｍｅｔａｔａｒｓａｌｊｏｉｎｔｓ３ｐｏｉｎｔ
Ｔｈｅｅｎｔｉｒｅａｎｋｌｅ，ｆｏｏｔａｎｄｐｌａｎｔａｒｒｅｄｎｅｓｓａｎｄｓｗｅｌｌｉｎｇｉｓｓｅｒｉｏｕｓ ４ｐｏｉｎｔ

２３３　计算大鼠脾脏指数、胸腺指数　待末次给
药后，用质量分数２０％氨基甲酸乙酯麻醉大鼠，腹
主动脉采集血液完成后处死大鼠并解剖，取出脾和

胸腺洗后称重并记录，然后计算脏器指数（公式２）。
脏器指数（％）＝脏器质量（ｇ）／解剖当日大鼠

体质量（ｇ）×１００％［１６］ 公式（２）
２４　关节组织采集

处死大鼠后，取下踝关节和膝关节组织，用生理

盐水清洗后，一部分储存在多聚甲醛里，一部分

放－８０℃冰箱保存备用。
２５　酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）法检测血清中氧化应激
指标

将“２３３”项下取得的血样在室温下１４００ｇ
离心２０ｍｉｎ后取上清，严格按照ＥＬＩＳＡ检测试剂盒
说明书检测血清中 ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＭＤＡ及 ＧＳＨＰｘ的
水平。

２６　组织病理学观察
将大鼠膝关节浸泡于体积分数４％多聚甲醛中

固定４８ｈ脱钙、固定。然后依次进行冲水、脱水、透
明、浸蜡、包埋、切片等操作，部分切片使用 ＨＥ染
色，部分切片使用番红 Ｏ固绿染色，显微镜下观察
膝关节滑膜组织病理形态。

２７　实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）法检测 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、
Ｎｒｆ２、血红素加氧酶１（ＨＯ１）ｍＲＮＡ在大鼠滑膜组
织中表达情况

用总 ＲＮＡ提取试剂盒提取大鼠滑膜组织总
ＲＮＡ。检测其浓度和完整性后，反转录合成 ｃＤＮＡ，
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随后准备１个１０μＬ的反应混合物，包括０２μＬ的
每个上游和下游引物、０８μＬ的目标 ＤＮＡ、５μＬ的
ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，并用无核酸酶水补足到
１０μＬ用于ｑＰＣＲ反应。引物由生工生物公司合成，
引物序列见表２，βａｃｔｉｎ为内参。

表２　聚合酶链式反应（ＰＣＲ）引物序列
Ｔａｂ２　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｎａｍｅ　 Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　 Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）　

ＰＩ３Ｋ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＧＧＣＧＡＡＡＣＧＣＣＣＡＴＣＡＡＡＡＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＧＡＣＴＣＣＣＧＴＧＣＡＧＴＣＡＴＣＣ

Ａｋｔ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＴＧＴＧＧＡＴＴＴＡＣＣＴＴＡＴＣＣＣＣＴＣＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＧＴＴＴＧＧＣＴＴＴＧＧＴＣＧＴＴＣＴＧＴ

Ｎｒｆ２ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＴＣＡＧＣＧＡＣＧＧＡＡＡＧＡＧＴＡＴＧＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＣＣＡＣＴＧＧＴＴＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＴＧＴ

ＨＯ１ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＡＣＴＴＣＣＣＡＧＡＡＧＡＧＣＴＧＣＡＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＴＣＴＴＧＣＡＣＴＴＴＧＴＴＧＣＴＧＧＣ

βａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＧＴＣＧＴＡＣＣＡＣＴＧＧＣＡＴＴＧＴＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＧＴＣＧＴＡＣＣＡＣＴＧＧＣＡＴＴＧＴＧ

２８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｐＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、
Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白在大鼠滑膜中的表达情况

用含体积分数１％蛋白酶抑制剂（ＰＭＳＦ）的 ＲＩ
ＰＡ裂解液提取各组大鼠滑膜组织总蛋白。ＢＣＡ法检
测蛋白浓度。等量的待测蛋白经ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝
胶孔道电泳，在聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ）膜上转膜、封
闭，于一抗中４℃孵育过夜。一抗浓度分别为：ｐＰＩ３Ｋ
（１∶１０００）、ＰＩ３Ｋ（１∶２０００）、ｐＡｋｔ（１∶５０００）、
Ａｋｔ（１∶１０００）、Ｎｒｆ２（１∶２０００）、ＨＯ１（１∶１０００）、βａｃ
ｔｉｎ（１∶１０００）。第二天洗膜后放入提前配制好的二抗
（１∶１０００）中，室温下摇床孵育１ｈ后再次洗膜。用
ＥＣＬ试剂显色条带并显影，再利用ＩｍａｇｅＪ软件进行灰
度值计算。以目标蛋白质条带的灰度值与内参βａｃｔｉｎ

条带灰度值的比值作为相对表达量。

２９　数据分析
应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９５软件进行数据分析，

Ｐ＜００５认为差异有统计学意义。多组间比较采用
单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），结果以均 珋ｘ±ｓ
表示。

３　结　果
３１　各组大鼠一般情况、体质量、踝关节肿胀率

正常组大鼠始终一般状态良好，精神正常、活动

敏捷、饮食正常、体质量持续增加、四肢关节形态正

常。模型组大鼠精神萎靡、食量及饮水量减少、体重

增长缓慢、关节红肿明显、活动受限甚至跛行。与模

型组比较，各给药组大鼠在开始给药后上述情况有

不同程度改善，其中雷公藤多苷组和当归补血汤水

煎液中、高剂量组体质量平缓增长，表现出明显差异

（Ｐ＜００５）（图１Ａ、Ｄ）。
与正常组相比，模型组和其余各给药组大鼠初

次免疫后第７天开始足关节出现明显红肿症状，且
模型组大鼠随着时间延长红肿症状逐渐加重，关节

肿胀率升高（Ｐ＜００５）；与模型组比较，给药２８ｄ后
雷公藤多苷组明显减轻大鼠的关节红肿、畸形，当归

补血汤水煎液各组关节红肿、变形也均有不同程度

的减轻，关节肿胀率下降（Ｐ＜００５）（图１Ｂ）。
３２　各组大鼠关节炎评分

与正常组相比，模型组和各治疗组在给药前关

节红肿甚至变形，说明造模成功。与模型组比较，各

治疗组在给药后关节炎指数均降低，且随着给药时

间延长，关节炎指数显著降低（Ｐ＜００５），见图１Ｃ。

Ａ－体质量趋势图；Ｂ－关节肿胀率趋势图；Ｃ－关节炎评分趋势图；Ｄ－大鼠足爪外观图。与正常组比较，１）Ｐ＜００５；与模型组比较，２）Ｐ＜００５；与雷公藤多苷

（ＴＧＴ）（９４５ｍｇ·ｋｇ－１）组比较，３）Ｐ＜００５；与当归补血汤（ＤＢＤ）低剂量组（３７５ｇ·ｋｇ－１）比较，４）Ｐ＜００５。
Ａ－ｂｏｄｙｍａｓｓｔｒｅｎｄｃｈａｒｔ；Ｂ－ｊｏｉｎｔｓｗｅｌｌｉｎｇｒａｔｅｔｒｅｎｄｃｈａｒｔ；Ｃ－ａｒｔｈｒｉｔｉｓｓｃｏｒｅｔｒｅｎｄｃｈａｒｔ；Ｄ－ａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｒａｔｐａｗ；１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＴＧＴ（９４５ｍｇ·ｋｇ－１）ｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，ｖｓＤＢＤ（３７５ｇ·ｋｇ－１）ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ．

图１　各组大鼠体质量、关节肿胀率、关节炎评分变化情况及代表性足爪外观图。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ｊｏｉｎｔｓｗｅｌｌｉｎｇｒａｔｅ，ａｒｔｈｒｉｔｉｓｓｃｏｒｅａｎｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｐａｗａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｎ＝６，珋ｘ±ｓ
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３３　各组大鼠胸腺指数和脾脏指数
与正常组比较，模型组大鼠胸腺及脾指数显著

升高（Ｐ＜００５）；与模型组比较，各治疗组大鼠胸腺
和脾脏指数均有不同程度降低（Ｐ＜００５）。这表明
ＤＢＤ具有一定的免疫调节作用，见表３。
３４　各组大鼠血清氧化应激相关指标（ＳＯＤ、ＭＤＡ、
ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ）水平比较

与正常组相比，模型组大鼠血清 ＭＤＡ显著升
高，ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ显著降低（Ｐ＜００５）；与模型
组比较，雷公藤多苷组和当归补血汤水煎液各组大

鼠血清 ＭＤＡ显著降低，ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ显著升
高（Ｐ＜００５），见表４。

表３　当归补血汤（ＤＢＤ）对类风湿关节炎（ＲＡ）大鼠胸腺指
数和脾脏指数的影响。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＢＤｏｎｔｈｙｍｕｓｉｎｄｅｘａｎｄｓｐｌｅｅｎｉｎｄｅｘｉｎ
ｒａｔｓｗｉｔｈＲＡｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　　 Ｔｈｙｍｕｓｉｎｄｅｘ Ｓｐｌｅｅｎｉｎｄｅｘ

Ｎｏｒｍａｌ ０１１±００２ ０１３±００１
Ｍｏｄｅｌ ０１４±００２１） ０２１±００３１）

ＴＧＴ（９４５ｍｇ·ｋｇ－１） ００９±００２２） ０１５±００２２）

ＤＢＤ（３７５ｇ·ｋｇ－１） ０１２±００１２） ０１９±００１２）３）

ＤＢＤ（７５ｇ·ｋｇ－１） ０１１±００１２） ０１７±００２２）４）

ＤＢＤ（１５ｇ·ｋｇ－１） ０１０±００１２） ０１４±００２２）４）

注：与正常组比较，１）Ｐ＜００５；与模型组比较，２）Ｐ＜００５；与 ＴＧＴ组

（９４５ｍｇ·ｋｇ－１）比较，３）Ｐ＜００５；与ＤＢＤ低剂量组（３７５ｇ·ｋｇ－１）比较，４）Ｐ＜００５。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＴＧＴ

（９４５ｍｇ·ｋｇ－１）ｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，ｖｓＤＢＤ（３７５ｇ·ｋｇ－１）ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ．

表４　酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）观察各组大鼠血清中过氧化氢酶（ＣＡＴ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）及谷胱甘肽过氧
化物酶（ＧＳＨＰｘ）的水平。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ４　ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｃａｔａｌａｓｅＣＡＴ，ＳＯＤ，ＭＤＡａｎｄＧＳＨＰｘｉｎｓｅｒｕｍｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＥＬＩＳＡｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　　 ＣＡＴ／Ｕ·ｍＬ－１ ＳＯＤ／ｎｇ·ｍＬ－１ ＭＤＡ／ｎｍｏｌ·ｍＬ－１ ＧＳＨＰｘ／ｎｇ·ｍＬ－１

Ｎｏｒｍａｌ ８８３±０４５ ５８２１±４１３ ６３６±０２３ ４６３５±３８９
Ｍｏｄｅｌ ５９６±０３４１） ３６６１±０５６１） ９２０±０５６１） ３１８４±０５０１）

ＴＧＴ（９４５ｍｇ·ｋｇ－１） ７３８±０１５２） ４８８９±２７６２） ６８８±００６２） ３９０６±０４１２）

ＤＢＤ（３７５ｇ·ｋｇ－１） ６４６±００７２）３） ４０９４±０９０２）３） ７９０±０３６２）３） ３５１０±０６７２）

ＤＢＤ（７５ｇ·ｋｇ－１） ６７５±００９２）３） ４４５２±１０９２）３） ７７２±０１３２）３） ３７７２±０６３２）

ＤＢＤ（１５ｇ·ｋｇ－１） ７０５±００７２）４） ４４５６±１１０２） ７３７±０１２２） ４０５７±０５５２）４）

注：与正常组比较，１）Ｐ＜００５；与模型组比较，２）Ｐ＜００５；与ＴＧＴ组（９４５ｍｇ·ｋｇ－１）比较，３）Ｐ＜００５；与ＤＢＤ低剂量组（３７５ｇ·ｋｇ－１）比较，４）Ｐ＜００５。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＴＧＴ（９４５ｍｇ·ｋｇ－１）ｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，ｖｓＤＢＤｌｏｗｄｏｓｅ（３７５ｇ·ｋｇ－１）ｇｒｏｕｐ．

３５　各组大鼠膝关节组织病理变化情况
ＨＥ染色结果显示，正常组大鼠关节结构正常，

滑膜细胞排列规律、无滑膜增生，未见炎性细胞浸润

及血管翳。与正常组比较，模型组大鼠关节滑膜细

胞排列杂乱无序、异常增殖，炎性细胞浸润明显、有

血管翳形成。与模型组比较，各给药组不同程度改

善了大鼠滑膜组织病理改变，炎性细胞浸润、血管翳

生成均减少，见图２Ａ。
番红Ｏ固绿染色结果显示，正常组大鼠关节软

骨与番红Ｏ结合呈均匀红色，软骨结构完整，细胞
形态正常，骨组织同固绿结合呈绿色或蓝色。与正

常组比较，模型组大鼠关节软骨严重受损，导致番红

Ｏ淡染或不着色，软骨基质减少，软骨细胞簇集，排
列紊乱。与模型组比较，各给药组不同程度减轻了

软骨病变，软骨面较平整，软骨细胞排列较规整，见

图２Ｂ。
３６　 各组大鼠滑膜组织中 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、Ｎｒｆ２、ＨＯ
１ｍＲＮＡ表达情况

与正常组比较，模型组大鼠滑膜组织中 ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、Ｎｒｆ２、ＨＯ１ｍＲＮＡ表达显著降低（Ｐ＜００５）；与
模型组比较，雷公藤多苷组和当归补血汤水煎液各

组大鼠滑膜组织中 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、Ｎｒｆ２、ＨＯ１ｍＲＮＡ表
达有不同程度升高（Ｐ＜００５），见表５。
３７　各组大鼠滑膜组织 ｐＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、
Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白水平

与正常组相比，模型组大鼠滑膜组织中

ｐＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ比值降低，Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白
水平显著降低（Ｐ＜００５）；与模型组比较，雷公藤多
苷组和当归补血汤水煎液各组大鼠滑膜组织中

ｐＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ比值和 Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白水
平明显升高（Ｐ＜００５），见图３。

４　讨　论
ＲＡ是一种慢性自身免疫性疾病，病变主要集

中在关节部位，表现为关节软骨的进行性破坏［１７］。

氧化应激已被证明是参与 ＲＡ疾病发生、发展的关
键因素之一。在 ＲＡ病程中，自身免疫与内源性或
外源性抗原之间的相互作用可诱导 ＲＯＳ等自由基
的过度产生，过多的自由基会使机体氧化与抗氧化

系统失衡并升高机体氧化应激水平，从而对机体造

成更大的损伤［１８］。ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ是体内重要
的抗氧化酶，其水平可间接反映机体抗氧化能力

·５４２２·
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Ａ－ＨＥ染色；黑色箭头－关节腔；红色箭头－炎细胞浸润；绿色箭头－成纤维

细胞；蓝色箭头－血管翳；Ｂ－番红Ｏ固绿染色。

Ａ－ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ；ｂｌａｃｋａｒｒｏｗ－ａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｖｉｔｙ；ｒｅｄａｒｒｏｗ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌ

ｔｒａｔｉｏｎ；ｇｒｅｅｎａｒｒｏｗ－ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；ｂｌｕｅａｒｒｏｗ－ｐａｎｎｕｓ；Ｂ－ｓａｆｒａｎｉｎｅＯｆａｓｔｇｒｅｅｎ

ｓｔａｉｎｉｎｇ．

图２　苏木精伊红（ＨＥ）染色、番红Ｏ固绿染色观察各组大
鼠膝关节病理改变（×２００）
Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｋｎｅｅｊｏｉｎｔｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｓａｆｒａｎｉｎＯｆａｓｔ
ｇｒｅｅｎｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）

的强弱［１９］。脂质过氧化的产物ＭＤＡ反映机体氧自
由基代谢水平，据其可推断机体的氧化应激水平变

化［２０］。有研究显示ＲＡ患者血清中，ＭＤＡ含量显著
升高，ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ等含量明显降低，表现为氧化应
激状态［２１］。因此，降低氧化应激水平，提高机体抗

氧化能力对ＲＡ的治疗具有重要意义。
中医认为ＲＡ由于营卫失调，致气血俱虚，使外

邪有可乘之机［２２］。ＤＢＤ具有气血双补的功效。目
前，临床上用 ＤＢＤ治疗 ＲＡ已取得成效。《古今名
医临证实录丛书·痹证》中治疗“痹证”的用药规律

研究发现其常用方多在 ＤＢＤ等方的基础上化
裁［２３］。Ｌｕｏ等［２４］用ＤＢＤ治疗中老年女性 ＲＡ扶正
气以助祛邪，临床疗效颇好。另有研究认为［９］，ＤＢＤ
气血双补而不壅遏病邪，具有补而不腻的特点，可作

为ＲＡ缓解期反复发作的首选。Ｇｕｏ等［２５］对３种风
湿病关节炎处方用药规律的比较发现核心处方之一

为ＤＢＤ加减。现代药理学研究表明 ＤＢＤ具有抗氧
化应激的作用［２６２８］。Ｇｏｎｇ等［２９］研究证明 ＤＢＤ中
的抗氧化活性是由当归主要活性成分阿魏酸所介

导。但对于ＤＢＤ抑制 ＲＡ中的氧化应激水平异常
增高的作用机制仍有待进一步研究。课题组前期研

究表明ＲＡ的发病及发展主要涉及 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ等信
号通路［１４］，提示调控 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｎｒｆ２信号通路可能
成为ＤＢＤ改善ＲＡ氧化应激状态的关键机制之一。

表５　ＤＢＤ对ＲＡ大鼠滑膜组织中磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）、蛋白激酶 Ｂ（Ａｋｔ）、核因子 Ｅ２相关因子２（Ｎｒｆ２）、血红素加氧
酶１（ＨＯ１）ｍＲＮＡ表达的影响。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＢＤｏｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ，Ａｋｔ，Ｎｒｆ２ａｎｄＨＯ１ｉｎｓｙｎｏｖｉａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｗｉｔｈＲＡｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　　 ＰＩ３Ｋ ＡＫＴ Ｎｒｆ２ ＨＯ１

Ｎｏｒｍａｌ １９８±００３ １４０±０１５ １４３±０１１ ２２８±００８

Ｍｏｄｅｌ １４３±００７１） ０５０±０１０１） ０９６±００６１） １２９±００９１）

ＴＧＴ（９４５ｍｇ·ｋｇ－１） １６５±００５２） １１２±０１０２） １３８±００９２） ２０１±０１８２）

ＤＢＤ（３７５ｇ·ｋｇ－１） １２５±００５２）３）４） ０８８±００９２） １２４±００５２） １６３±００４２）３）

ＤＢＤ（７５ｇ·ｋｇ－１） １５９±００４２）４） １００±００９２） １２８±００６２） １９２±００４２）

ＤＢＤ（１５ｇ·ｋｇ－１） １７２±００３２）３） １２０±０１１２） １３５±００８２） ２００±０１１２）４）

注：与正常组比较，１）Ｐ＜００５；与模型组比较，２）Ｐ＜００５；与ＴＧＴ组（９４５ｍｇ·ｋｇ－１）比较，３）Ｐ＜００５；与ＤＢＤ低剂量（３７５ｇ·ｋｇ－１）组比较，４）Ｐ＜００５。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＴＧＴ（９４５ｍｇ·ｋｇ－１）ｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，ｖｓＤＢＤｌｏｗｄｏｓｅ（３７５ｇ·ｋｇ－１）ｇｒｏｕｐ

　　在ＲＡ的氧化应激状态下，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｎｒｆ２信号
通路主要起到维护细胞稳态、减轻氧化损伤等作用。

近年有研究发现，氧化应激过度发生时机体的抗氧

化功能下降，可能伴随着Ｎｒｆ２表达下调，并与ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路的磷酸化被抑制有关，这会导致 Ａｋｔ
活性降低，进而影响Ｎｒｆ２及其下游抗氧化基因ＨＯ１
的表达［３０］。ＰＩ３Ｋ可被受体酪氨酸激酶（ＲＴＫｓ）和Ｇ
蛋白偶联受体（ＧＰＣＲ）激活，激活后的 ＰＩ３Ｋ可催化

细胞膜磷脂的ＰＩ４，５二磷酸（ＰＩＰ２）转化为ＰＩ３，４，
５三磷酸 （ＰＩＰ３），ＰＩＰ３将 ＰＩＰ３依赖性激酶１
（ＰＤＫ１）活化并使其定位于细胞膜上进而催化 Ａｋｔ
发生磷酸化，Ａｋｔ在特定位点上完成激活并通过调
节下游靶基因而发挥作用［３１］。研究表明，Ｎｒｆ２是
ＰＩ３Ｋ途径的下游靶点，在诱导内源性抗氧化酶抗氧
化应激过程中处于枢纽地位［３２］。当氧化应激刺激

机体，ＰＩ３Ｋ等蛋白激酶可直接磷酸化 Ｎｒｆ２，
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与正常组比较，１）Ｐ＜００５；与模型组比较，２）Ｐ＜００５；与ＴＧＴ组（９４５ｍｇ·ｋｇ－１）比较，３）Ｐ＜００５；与ＤＢＤ低剂量组（３７５ｇ·ｋｇ－１）比较，４）Ｐ＜００５；与ＤＢＤ中剂

量组（７５ｇ·ｋｇ－１）比较，５）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＴＧＴ（９４５ｍｇ·ｋｇ－１）ｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，ｖｓＤＢＤｌｏｗｄｏｓｅ（３７５ｇ·ｋｇ－１）ｇｒｏｕｐ；５）Ｐ＜

００５，ｖｓＤＢＤｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅ（７５ｇ·ｋｇ－１）ｇｒｏｕｐ．

图３　ＤＢＤ对ＲＡ大鼠滑膜组织中磷酸化磷脂酰肌醇３激酶（ｐＰＩ３Ｋ）、ＰＩ３Ｋ、磷酸化蛋白激酶Ｂ（ｐＡｋｔ）、Ａｋｔ、Ｎｒｆ２、ＨＯ１信号
通路蛋白表达的影响。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＢＤｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＰＩ３Ｋ，ＰＩ３Ｋ，ｐＡｋｔ，Ａｋｔ，Ｎｒｆ２ａｎｄＨＯ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｓｙｎｏｖｉａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓ
ｗｉｔｈＲＡｎ＝３，珋ｘ±ｓ

　　综上，ＤＢＤ可通过抑制氧化应激减轻 ＲＡ的关
节损伤。其机制可能与激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｎｒｆ２信号通
路有关。本研究丰富了 ＤＢＤ治疗 ＲＡ的作用机制，
但没有使用ＲＡ经典治疗通路的相关抑制剂以排除
这些通路对治疗效果的影响是本实验的不足之处，

后续研究可从此角度深入开展，以明确 ＤＢＤ对 ＲＡ
氧化应激状态的具体分子机制。
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ｅｃｕｌｅｓ，２０１８，２３（１１）：２７８１．

（收稿日期：２０２４０５２４）

·８４２２· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｄｅｃｅｍｂｅｒ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ２３　　　　　　　　　　 中国药学杂志２０２４年１２月第５９卷第２３期


